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ABSTRACT

Objective : The purpose of this study is to investigate the anti-oxidative effect of Jeokbaekhaogwanjoong-tang (JGT) 

distillate in spleen cells of aged rats. 

Methods : This experiment was performed using spleen cells of 10w, 52w, 72w old sprague dawley (SD) rats. The spleen 

cells of 10, 52, 72 weeks old rats were divided into three groups; DW group, Vit. C group, and JGT group. The cells 

of DW group were treated with distilled water. The cells of Vit.C group were treated with Vitamin C. And the cells 

of JGT group were treated with JGT distillate. After the treatment of DW, Vit.C, and JGT, the levels of superoxide 

dismutase (SOD), glutathione (GSH), nitric oxide (NO) and lipid peroxidation (MDA) were measured.

Results : In the spleen cells of 72 weeks old rats, SOD activity was significantly increased in the JGT group compared 

to those in the DW group and the Vit.C group. In the spleen cells of 52 weeks old rats, GSH activity was significantly 

increased in the JGT group compared to the Vit.C group, and NO concentration was significantly decreased in the 

JGT group compared to the DW group and the Vit.C group. MDA concentration was not changed significantly in 

any cell groups by the treatment of JGT distillate.

Conclusions : Jeokbaekhaogwanjoong-tang (JGT) distillate may have an anti-oxidative effects in the spleen cells of 

aged rats. Further investigation is needed for the anti-aging effect of JGT.
1)
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Ⅰ. 서   론 

노화란 생체의 생리적 재생 기능의 점진적인 약화에 의한 

생체 장기조직 세포 수 감소와 이로 인해 발생하는 기능저하로 

정의된다1). 

노화를 설명하기 위한 다양한 학설 중 최근 활성산소설2-4)이 

주목받고 있는데, 이는 산화 스트레스에 해당하는 활성 산소에 

의한 세포손상이 노화와 수명 결정에 중요한 역할을 한다고 

보는 가설로, 이에 따르면 활성산소 자체가 세포의 노화를 촉

진하며 인체 전체의 노화와 질환을 일으키므로, 활성산소에 

반한 항산화 작용 약물이 노화 방지에 결정적 역할을 할 수 있을 

것으로 기대되고 있다5).

한의계에서도 다양한 한약처방을 사용하여 항산화 작용에 

대한 연구를 진행해왔다. 기존에 보고된 항산화작용이 있는 

한의처방으로는 共振黑元丹6), 淸心蓮子湯7). 鹿茸大補湯8), 香

砂養胃湯9), 升陽益氣湯10) 등이 있다. 

또한 赤白何烏寬中湯은 노화 흰쥐의 비장세포에서 노화에 

의한 사이토카인의 변화를 억제함으로써 면역계에 대한 항노화 

효과가 있다고 보고되었다11). 그러나, 赤白何烏寬中湯의 항산화 

효능에 대해서는 아직 보고된 바가 없다. 이에 본 연구에서는 

赤白何烏寬中湯을 사용하여 비장에서의 항산화 효과를 알아

보고자 하였다.
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본 연구에서는 동물실험 및 임상연구 시행 전 기초연구로서, 

赤白何烏寬中湯 증류액이 노화 흰쥐 비장세포의 항산화능에 

미치는 영향을 관찰하였다. 기존 연구를 근거로 흰쥐의 주령에 

따라 10주령, 52주령, 72주령을 각각 성장기, 초기노화기, 

말기노화기로 설정하고12-16), 각 주령별 비장세포에 赤白何烏

寬中湯 증류액을 처리한 후 항산화 관련 효소들의 농도를 측

정하여 비교 분석한 결과 약간의 지견을 얻었기에 보고하고자 

한다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 동물

동물은 10주령, 52주령, 72주령의 SD rat을 사용하였다. 

실험에 사용된 동물은 (주)중앙실험동물(경기도, 한국)에서 

공급받아 실험 당일까지 고형사료(삼양사료, 한국)와 물을 충

분히 공급하였고, 실험실은 실온(22±2℃)과 습도 40∼60%를 

유지하였다. 본 실험은 대전대학교 동물실험윤리규정17)을 준

수하여 시행하였다.

2) 약재

본 실험에 사용된 赤白何烏寬中湯(Jeokbaekhaogwanjung- 

tang (Chibaihewukuanzhong-tang); JGT)의 약재들은 대

전대학교 한방병원 약제실의 검수를 받아 구입하여 이용하였다. 

赤白何烏寬中湯의 약재들은 정량하여, 사용하기 전에 증류수에 

세척하였다. 赤白何烏寬中湯의 구성은 table 1과 같다.

Herbs Pharmacognostic name Dose(g)

白何首烏 Cynanchi Wilfordii Radix 4

赤何首烏 Polygoni Multiflori Radix 4

良薑 Alpiniae Officinarum Rhizoma 4

乾薑 Zingiberis Rhizoma Siccus 4

陳皮 Citri Pericarpium 4

靑皮 Citrii Unshiu Immaturi Pericarpium 4

香附子 Cyperi Rhizoma 4

益智仁 Alpiniae Fructus 4

大棗 Zizyphi Spinosae Semen 7

Total 39

Table 1. The Compositions of Jeokbaekhaogwanjung-tang(JGT) 

2. 방법

1) 증류액 제조

본 실험에서 수행한 증류법은 대한약침학회의 방법을 이용

하였다. 赤白何烏寬中湯 약재 55g을 세척 후 분쇄기로 분쇄

하여 1ℓ의 증류수를 가하고 shaker을 이용하여 3시간동안 

진탕을 실시한 다음 여과지로 여과하였다. Impeller에 반응조 

하부와 반응조 상부조를 설치하고 그 위에 냉각관(환류, 증류)

과 분액 여두를 설치한 후, 적백하오관중탕 진탕액을 반응조 

하부에 넣고, 105℃에서 예열하였다. 탕약이 끓기 시작하면 

추출온도 107℃에 맞춘 뒤, 3시간동안 전탕을 실시하였다. 

이때 냉각수(4℃)가 환류냉각관에서 흐르도록 하였다. 시간의 

경과에 따라 설정온도 범위(전탕 온도 105℃)에서 전탕되고, 

충분히 끓은 약재의 온도가 높아지고(추출온도 107℃), 냉각수 

순환위치가 바뀜에 따라 반응조 내부에서만 순환하던 기체가 

냉각수에 의해 액체화되어, 증류액이 분액여두로 한 방울씩 

받아져, table 1의 한 첩 기준으로 적백하오관중탕 증류액 

470 ㎖을 얻었다. 추출이 끝나고 1ℓ 용기에 받아진 증류액은 

무기염류를 침강시키기 위해서 하루 동안 냉장 보관하였다. 

하루 동안 냉장 보관된 赤白何烏寬中湯 증류액은 filtering을 

실시하고, 멸균된 용기에 넣어 냉장보관하였다.  

2) 세포 분리 및 분획

(1) 비장 세포 분리

비장 조직을 rat으로부터 적출하여 차갑게 준비한 RPMI 

1640 media에 보관하였다. 비장 조직을 으깨어 RPMI 1640 

media에 넣고 모아진 cell들을 원심분리기를 사용하여 침전

시켰다. 침전된 cell pellet은 complete media (RPMI1640 

+ 5% FBS + antibiotics)를 이용하여 2회 세척하였다. 세척

이 끝난 cell pellet은 lysis buffer를 이용하여 적혈구를 파쇄

하고, 원심분리하여 비장 조직의 실질 세포를 분리하였다. 분

리된 세포는 complete media를 이용하여 배양하였다. 

(2) 세포 분획

배양한 세포들을 모아 sonicate를 이용하여 균질화하였다. 

균질화한 세포는 600×g에서 10분간 원심분리하여 균질화되

지 않은 조직 등을 제거한 후 상등액을 10,000×g에서 20분

간 원심분리하여 mitochondrial fraction을 얻었다. 이 상등

액을 105,000×g에서 1시간 원심분리하여 cytosolic fraction

을 얻었다. 그 침전물에 동일한 양의 0.1M potassium 

phosphate buffer를 가하여 현탁시켜 microsomal fraction

을 얻었다. Microsomal fraction에서 GSH (glutathione)의 

함량과 MDA (lipid peroxidation)의 함량을 측정하고, 

cytosolic fraction을 이용하여 SOD (superoxide 

dismutase) 활성도와 NO (nitric oxide) 함량을 측정하였다.

3) 실험군 분류

10주령, 52주령, 72주령 SD rat의 비장으로부터 얻은 실

질세포를 안정화한 후, 각 주령별로 다시 DW군, Vit.C군, 

JGT군으로 나누었다. DW군은 증류수(distilled water)를, 

Vit.C군은 1% vitamin C (1㎎/㎖)를, JGT군은 赤白何烏寬

中湯 증류액(Jeokbaekhaogwanjung-tang distillate; JGT 

distillate)(1㎎/㎖)을 모든 주령에 동일하게 처리하였다. 이

후, 각 세포는 48시간동안 배양하였다. 

4) 항산화능 측정

(1) SOD (superoxide dismutase)
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SOD assay kit(Dojindo, Japan)을 이용하여 SOD 활성도

를 측정하였다. 세포분획으로 얻은 sample 중 20000 rpm으로 

얻은 sample을 사용하여, 20분 동안 37℃에서 incubation을 

실시하고 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. SOD 활성도는 

다음의 공식에 의하여 환산하였다. 

SOD activity (%)

 = {[(Ablank1 - Ablank3) - (Asample - Ablank2)]

/ (Ablank1 - Ablank3)} × 100 

(2) GSH (glutathione)

Glutathione assay kit(Dojindo, Japan)를 이용하여 

glutathione함량을 측정하였다. 세포분획으로 얻은 sample 중 

12000 rpm으로 얻은 sample을 사용하였다. ELISA reader를 

이용하여 405 nm에서 흡광도 값을 측정하여 GSH 농도를 환

산하였다.

(3) NO (nitric oxide)

NO함량은 kit(Oxford, USA)을 이용하여 450 ㎚에서 흡

광도를 측정해서 NO농도를 얻었다.

(4) MDA (lipid peroxidation)

Lipid peroxidation assay kit(Oxford Biomedical Research. 

USA)을 이용하여 586 ㎚에서 흡광도를 측정한 후 MDA 농도

를 계산하였다.

5) 통계분석

통계분석은 SPSS 통계프로그램(ver 18.0 KO)을 이용하였다. 

결과값은 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 각 군의 데이터는 

Kruskal-wallis test를 이용하여 분석한 후 Mann Whitney 

U test를 이용하여 군간 차이를 확인하였다. 신뢰도 95% 이상 

(p<0.05) 일 때 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

Ш. 결   과

1. SOD

10주령에서는, Vit.C군과 JGT군 모두 DW군에 비하여 

SOD 활성도가 유의하게 높았다. 52주령에서는 약물 처리에 

따른 SOD 활성 변화가 없었다. 72주령에서는 JGT군이 DW군 

및 Vit.C군에 비하여 SOD 활성이 유의하게 높았다(Fig. 1).

2. GSH

10 주령에서는 약물 처리에 따른 GSH 활성 변화가 없었다. 

52 주령 JGT군에서 DW군에 비하여 GSH 활성이 유의하게 

높았다. 72 주령에서는 약물 처리에 따른 GSH 활성 변화가 

없었다.(Fig. 2) 

3. NO

10 주령에서는 약물 처리에 따른 NO 농도 변화가 없었다. 

52주령에서 DW군 및 Vit.C군에 비하여 JGT군의 NO 농도가 

유의하게 감소하였다. 72 주령에서는 약물 처리에 따른 NO 

농도 변화가 없었다(Fig. 3). 

Figure 1. Effect of JGT distillate on SOD activity in spleen cells of 
aged rats
Spleen cells from 10, 52 and 72 weeks old rats were treated with
DW, 1% Vitamin C, JGT distillate for 48 hours, and SOD activity 
was estimated by ELISA. Values represent mean ± SD of 3 
independent experiments.
DW : Cells treated with DW for 48 hours. 
Vit.C : Cells treated with vitamin C for 48 hours.
JGT : Cells treated with JGT for 48 hours.
††† : p<0.001, †† : p<0.01 compared to DW group.
‡‡‡ : p<0.001 compared to Vit.C group.

Figure 2. Effect of JGT distillate on GSH concentration in spleen 
cells of aged rats
Spleen cells from 10, 52 and 72 weeks old rats were treated with
DW, 1% Vitamin C, JGT distillate for 48 hours, and GSH concentration
was estimated by ELISA. Values represent mean ± SD of 3 
independent experiments.
DW : Cells treated with DW for 48 hours. 
Vit.C : Cells treated with vitamin C for 48 hours.
JGT : Cells treated with JGT distillate for 48 hours.
‡ : p<0.05 compared to Vit.C group.
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Figure 3. Effect of JGT distillate on NO concentration in spleen 
cells of aged rats
Spleen cells from 10, 52 and 72 weeks old rats were treated with
DW, 1% Vitamin C, JGT distillate for 48 hours, and nitric oxide (NO) 
concentration was estimated by ELISA. Values represent mean 
± SD of 3 independent experiments.
DW : Cells treated with DW for 48 hours. 
Vit.C : Cells treated with vitamin C for 48 hours.
JGT : Cells treated with JGT distillate for 48 hours.
†† : p<0.01 compared to DW group.
‡‡ : p<0.01 compared to Vit.C group.

4. MDA

모든 주령에서 약물처리에 의한 MDA 농도 변화는 나타나지 

않았다(Fig. 4).  

Figure 4. Effect of JGT distillate on MDA concentration in spleen 
cells of aged rats
Spleen cells from 10, 52 and 72 weeks old rats were treated with
DW, 1% Vitamin C, JGT distillate for 48 hours, and malondialdehyde
(MDA) concentration was estimated by ELISA. Values represent 
mean ± SD of 3 independent experiments.
DW : Cells treated with DW for 48 hours. 
Vit.C : Cells treated with vitamin C for 48 hours.
JGT : Cells treated with JGT distillate for 48 hours.

Ⅳ. 고   찰

초고령 사회를 향해 가는 우리 사회에서 “노화”라는 키워드는 

매우 중요시 되고 있다. UN (United Nation)의 정의에 따르면, 

‘고령화 사회’는 65세 이상 고령인구가 전체 인구의 7%를 넘

어선 경우, ‘고령 사회’는 전체 인구의 14% 이상이 고령인구일 

경우, 더 고령화가 심해져 20%를 넘어설 경우 ‘초고령 사회’에 

해당한다18). 현재 우리 사회는 곧 고령 사회로 진입할 것으로 

생각된다.

 인체는 자유유리로 대표되는 산화촉진물과 산화억제물 

(antioxidants)이 균형을 이루어 항상성을 유지하는데, 노화

가 진행하는 비정상 상태에서는 활성산소가 과도하게 축적되

어 세포 손상이 발생하고, 이것을 산화 스트레스 (oxdative 

stress)라고 부른다19). 이러한 산화스트레스가 노화를 만들어 

낸다는 가설이 바로 자유유리가설이다. 이른바 항산화 효소들은 

이 산화스트레스에 대해서 인체를 보호하는 역할을 한다20-24). 

『東醫壽世保元』과『黃帝內經』에도 노화와 관련된 논의

가 존재한다.『素問·上古天眞論』에서는 남녀의 연령증가에 

따른 腎氣와 생식능력 盛衰에 따라 노화가 진행되며, 각 연령

별로 특징적인 증상과 외모 변화가 동반됨을 서술한 바 있다25). 

더 나아가 養生을 통해 至人, 眞人, 賢人, 聖人으로 살아갈 수 

있다는 내용을 제시하여 노화극복과 수면 연장을 위한 노력을 

지속적으로 시행해왔음을 보이기도 했다25).『東醫壽世保元』

에서도 구체적인 노화 극복과 그에 따른 수명 연장 노력을 살

펴볼 수 있는데, “四十九歲至六十四歲曰老”라고 하여 50대부

터 노인의 단계라고 정의했으며, 이런 노화에 대해 각 체질별 

偏小之臟을 파악하여 질병과 건강 상태, 그리고 수명까지도 

관리해야함을 주장했다. 또한 노화 관리를 위해 “存其心, 修

其身, 立其命”이라는 구체적 지침을 제공하기도 했다26).

항노화 및 항산화에 관한 한의학적 연구도 지속적으로 보

고되고 있는데27-29), 특히『東醫壽世保元』에 등장하는 四象

醫學 관련 처방의 항산화능 관련 연구가 많이 보고되고 있다. 

太陰人 처방에 대한 연구로, 이 등6)은 초기 노화 흰쥐에 대한 

共振黑元丹의 항노화 및 항산화 효과를 보고하였고, 임 등7)은 

淸心蓮子湯의 항산화 효과와 면역조절효과에 대해 보고하였고, 

이 등8)은鹿茸大補湯의 항노화 효과에 대해 보고하였다. 少陰人 

처방 중에도 香砂養胃湯9)과 升陽益氣湯10)이 노화 쥐의 비장, 

췌장, 위장 세포에 대해 항산화 효과가 있다고 보고되었으며, 

이 등11)은 赤白何烏寬中湯이 노화 흰쥐의 비장세포에서 노

화에 의한 사이토카인의 변화를 억제함으로써 면역계에 대한 

항노화 효과가 있다고 보고한 바 있다. 

赤白何烏寬中湯은《東醫壽世保元》에 등장하는 少陰人 경

험방으로 白何首烏, 赤何首烏, 良薑, 乾薑, 陳皮, 靑皮, 香附

子, 薏苡仁, 大棗로 구성된다. 이 처방은 少陰人의 四肢倦怠, 

小便不快, 陽道不興, 將有浮腫之漸者를 치료하기 위한 만들어

진 처방이다19). 赤白何烏寬中湯에 대한 연구보고로는 少陰人 

瘖瘂 환자 2례30), 중증 성인형 아토피31)에 대한 증례보고가 

있으며, 임 등c는 赤白何烏寬中湯이 남성보다는 여성에서 많이 

사용되었고, 주로 가슴통증, 어깨통증, 부종, 두통, 생리불순, 

소화불량, 피로, 불면, 폐경기질병, 요통, 배변불량, 소화불량 

순으로 많이 사용된 것으로 보고했다. 현재까지 赤白何烏寬中

湯의 항산화능에 관련된 연구보고는 없으나, 위에서 언급한 
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赤白何烏寬中湯의 주치증은 少陰人 老化증상과 관련이 있다

고 생각되며, 또한, 이 등11)의 연구에 따르면 赤白何烏寬中湯

이 노화 쥐의 비장세포에서 노화에 의한 사이토카인의 변화를 

억제한다고 하였으므로, 저자들은 赤白何烏寬中湯이 비장세

포에서 항산화 및 그에 따른 항노화 효과를 가질 것으로 추정

하였다. 

이에 저자는 赤白何烏寬中湯으로 증류액을 제조하여 노화 

흰쥐의 비장세포에 처리한 후 항산화능에 미치는 영향을 분석

하였다. 본 연구에서 사용한 실험 동물은 10주령, 52주령, 72

주령의 SD rat으로, 기존 연구보고들12-16)을 근거로 SD rat

의 주령에 따라 10주령을 성장기, 52주령을 초기노화기, 72

주령을 말기노화기로 설정하여 실험에 사용하였다. 

赤白何烏寬中湯 증류액이 항산화능에 미치는 영향을 비교

하기 위한 대조군으로 DW (distilled water)를 사용한 DW군, 

Vitamin C를 사용한 Vit.C군을 설정하였으며, 항산화능 평

가도로구로는 SOD (superoxide dismutase), GSH (glutathione), 

NO (nitric oxide), MDA (lipid peroxidation)를 사용했다. 

SOD는 산소에 노출되는 대부분의 세포에서 항산화 방어작

용을 하는 효소로 초과산화이온을 산소와 과산화수소로 바꿔 

주는 불균등화 반응을 촉매한다33-34). GSH도 중요한 항산화

제인데, 동물, 식물, 박테리아, 진균 등에서 자유유리기에 의

해 발생하는 세포 구조물 손상을 막는 것으로 알려져 있다35). 

NO는 자유유리기의 하나로서 세포손상을 일으키고36), MDA 

(lipid peroxidation)는 산화반응로 지질이 자동산화, 활성산

소에 의해 과산화반응을 받아 생성된다37). 따라서, 항산화능

이 향상될수록 NO, MDA는 감소, SOD, GSH는 증가한다.

본 실험에서 赤白何烏寬中湯 증류액이 흰쥐의 비장세포의 

항산화능에 미치는 영향을 분석한 결과, 성장기로 설정한 10

주령에서는 SOD를 유의하게 증가시켰고(Fig. 1), 초기노화기

로 설정한 52주령에서는 GSH를 유의하게 증가시키고 NO를 

유의하게 감소시켰다(Fig. 2, Fig. 3). 또한, 말기노화기로 설

정한 72주령에서는 SOD를 유의하게 증가시켰으며 그 효과는 

Vit.C보다 우수하였다(Fig. 1).

실험 결과를 종합해보면, 赤白何烏寬中湯 증류액은 성장기 

rat의 비장세포로부터 말기노화기 rat의 비장세포에 이르기까지 

항산화능이 있는 SOD와 GSH의 활성을 증가시켜 항산화능을 

증가시키는 효과가 있었으며, 초기노화기에서는 산화작용에 

의해 분비되어 세포손상을 일으키는 NO의 분비를 감소시켜 

산화에 의한 손상을 감소시켜 주는 것으로 밝혀졌다. 특히 말

기노화기에서는 SOD의 활성이 크게 상승하여 말기노화기로 

갈수록 赤白何烏寬中湯의 항산화 효과가 우수한 것으로 밝혀

졌다.

赤白何烏寬中湯의 구성약물 중 赤何首烏, 陳皮, 靑皮, 大棗

는 이미 기존 연구에서 항산화 효과가 있는 것으로 보고된 바 

있다. 임 등38)은 赤何首烏 증류액이 실험적 급만성산화증 유

발 상태에서 항산화작용을 가진다고 보고하였고, 박 등39)은 

陳皮와 靑皮의 DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 

radical 소거능과 靑皮의 ABTS (2,2'-azinobis-(3- 

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) radical cation 

decolorization에 대한 억제 효과를 보고하였으며, 곽 등40), 

김 등41)은 大棗의 항산화 효능을 보고하였다. 본 연구에서 赤

白何烏寬中湯 증류액이 노화 흰쥐의 비장세포에서 항산화능

을 증가시킨 것은, 이와 같은 赤白何烏寬中湯의 구성 약물들

의 항산화능이 복합적으로 작용한 결과로 추정된다. 

본 연구는 세포 수준에서의 실험 연구로, 향후 赤白何烏寬

中湯의 장기적인 복용이 rat의 항산화능에 미치는 영향에 대

한 연구가 기대되며, 추후 임상에서의 다양한 활용을 위한 추

가연구가 필요하리라 사료된다.

Ⅴ. 결   론

赤白何烏寬中湯 증류액이 노화 흰쥐 비장세포의 항산화능에 

미치는 영향을 알아보기 위해 노화 흰쥐의 비장세포에 赤白何

烏寬中湯 증류액을 처리한 후, 항산화 관련 효소들의 농도를 

측정하여 비교 분석한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 赤白何烏寬中湯 증류액은 72주령 노화 흰쥐의 비장세

포에서 SOD를 유의하게 증가시켰다.

2. 赤白何烏寬中湯 증류액은 52주령 노화 흰쥐의 비장세

포에서 GSH를 유의하게 증가시켰다.

3. 赤白何烏寬中湯 증류액은 52주령 노화 흰쥐의 비장세

포에서 NO를 유의하게 감소시켰다.

이상의 결과, 赤白何烏寬中湯 증류액은 노화 흰쥐 비장세

포의 항산화능을 유의하게 증가시켰다.
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